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NICHTS ERMITTELT 



@ Inhibition von Signalmolekulen durch bindende oder katalytische Antikdrper 

(§) Die Erfindung betrifft ein Verfahran zur Inhibition von 
SignatmolekOlen, die zwischen ein- und/oder vielzelligen 
Organisman ausgetauacht warden, speziell von Signalmole- 
kulan von Pathogenen durch bindende oder katalytische 
Antikdrper, d. h. von Signalmolekulen in Pflanze-Bakterien- 
Interaktionen oder anderan Wirt-Pathogen-lnteraktionen. 
Eine besondere Ausfuhrungsform besteht in der Inhibition 
des Stgnalmolekuls HSL in Pflanze/Mikroorganismus-Inter- 
aktionen, indam die genetische Information von bindenden 
Oder kataJytischen Antikorpem gegen HSL oder deasen 
wesentiiche Strukturmerkmale in Pflanzenzellen transfor- 
miert v^rd und auf der Basis dieser Zellen transgene 
Pflanzen gezQchtet werden. 
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Beschreibung 

Di Erfindung betii^ in V rfahren zur Inhibition 
von SignalmolekQlen, die zwischen ein- und/oder viel- 
z Uigen Organismen ausgetauscht werden, speziell von 5 
Signalmolekulen von Pathogenen durch bindende oder 
katalytische Andkdrper, d. h. von Signalmolekfiien in 
Pflanze-Bakteri n-InteraktionenoderanderenWirt-Pa- 
thogen-Interaktionen. Unter Interaktionen zwischen 
zwei Organismen wird dabei sowohl die Wechseiwir- lo 
kung als auch die Kommunikation untereinander ver- 
standen. 

Anwendungsgebiet der Erfindung ist die Landwirt- 
schaft, insbesondere die Bek^pfung von Pflanzen- 
krankheiten, aber auch die Human- und Veteiinirmedi- 15 
zin. 

Weltweit geht Jalur flir Jahr ein groBer Teil der Emte 
duFch Pflanzenkrankheiten verlorea Die Verluste ins- 
besondere durch bakterielle Erkrankungen, u.a. von 
Kartoffehi, Mais, Reis und Getreide, sind erhebiich. Sie 20 
betnigen z. B. im Jahre 1980 bei Infekdonen von Kartof- 
feb durch das Bakterium Erwinia carotova weltweit ca. 
100 Mio S. Die dadurch bedingten AusHUle liegen im 
mittleren Europa bei ca. 1 —3%, m tropischen und sub- 
tropis^en Klunazonen bei 30— 100%. 25 

Die von Bakterien ausgeldsten Pflanzenkrankheiten 
sind meist durch kiassische ZQchtung nicht bekampfbar, 
da es fast keine Resistenzmerkmale gibt Insbesondere 
gilt dies for die Kartoffel sowie viele Gemflsearten oder 
z. B. Reis. 30 

FQr die Entstehung von bakteriell bedingten Pflan- 
zenkrankheiten ist folgender Ablauf nachgewiesen: 
Pflanzeninfizierende Bakterien dringen m Verwun- 
dungsstellen im Pflanzengewebe ein und vermehren 
sich dort, bevor sie Krankheitssymptome hervomifen. 35 
Im Fall des Bakteriums Erwinia corotovora ist gezeigt 
worden, daB die zellwandabbauenden Enzyme^ die letzt- 
endlich fur die Ausbildung der Krankheitssymptome 
verantwortlich sind. generell nur auf niedrigem Niveau 
hergestellt werden. Ebenso wird vom Bakterium ein 40 
MolekQi der Substanzklasse Homoserinlacton (HSL) 
produziert Das HSL dient dem Bakterium ais Signal- 
molekOl, um die aktuelle Dichte der Bakterienpopula- 
tion im Habitat zu erfassen. Nur wenn ausreichend hohe 
Bakterienzahlen vorhanden sind und eine Grenzkon- 45 
zentration des HSL erreicht wird, so wird die Kaskade 
der zellwandabbauenden Enzyme schiagartig sehr stark 
induziert und das Pflanzengewebe dadurch massiv ab- 
gebaut Dem HSL aus Erwinia carotovora sehr eng ver- 
wandte Substanzen mit gleicher Grundstruktur smd 50 
mittlerweile in einer Reihe anderer Bakterien nachge- 
wiesen worden. Eine Verhinderung der Ansammlung 
dieses MolekGls in den Zellzwischenraumen der Pflan- 
zen wird zur Unterbindung der Pathogenitit des Bakte- 
riums und der Ausbildung von Krankheitssymptomen 55 
fiihren. 

Antibakterielle Resistenzstrategien mit gentechni- 
schen Methoden sind bisher noch wenig untersucht Ins- 
gesamt Mt sich feststellen, daB eine erfoigreiche spezi- 
Hsche Bek&npfung von bestimmten bakteriell beding- eo 
ten Pflanzenlo-ankheiten bis heute noch nicht gelungen 
ist Bisher konnte nur eine Unspezifische, generell gegen 
Bakterien gerichtete Resistenz durch gentechnische 
Verdnderung von Pflanzen erreicht werden. Diese Resi- 
st nz wird durch Lyse der eingedrungen n Bakt rien 65 
bewirkt 

Ziei der Er&idung ist die Inhibition von Signalmole- 
kOlen in Interaktionen zwischen zwei Organismen, spe- 
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ziell in Pflanze-Pathogen-Interakdonen zur Bekdmp- 
fung von bakteriellen Pflanzenkrankheiten. Die ErHn- 
dung hat a a. die Aufgabe, SignalmolekQle in Pflanzen, 
die fur di Induktion der Pathogenit&tsfaktoren von 
phytopathogenen Bakterien verantwortlich sind, durch 
bindende oder katalytische Antikorp rzuinhibier n. 

Die ErHndung wird gem^ den Anspruchen realisiert 
Der Grundgedanke besteht darin, Signalmolekille, die 
zwischen ein- und vielzelligen Organismen ausgetauscht 
werden, speziell Signahnolekule von Pathogenen, durch 
bindende oder katalytische Andkdrper zu inhibieren. Im 
Falle von Pflanze/Mikroorganismus-Interaktionen wird 
die genetische Information von bindenden oder katalyti- 
schen Antikdrpem gegen SignalmolekOle oder deren 
wesentliche Strukturmerkmale in Pflanzenteile trans- 
formiert, danach werden transgene Pflanzen mit Patho- 
genresistenz gezQchtet Ein bevorzugtes SignalmolekOl 
in solchen Interaktionen ist HSL Es genGgt auch, Anti- 
kdrper gegen wesentliche Strukturmerkmale des HSL 
bzw. gegen den zugrundeliegenden Homoserinlacton- 
ringeinzusetzen. 

Gegenstand der Erfindung ist auch die Inhibierung 
durch Antikarper-ahnliche Proteme, d h. Proteine, bei 
denen hypervariable Regionen (CDRsX die die Spezifi- 
t&t eines Antikdrpers ausmachen, auf ein anderes, stabi- 
les ProteingrundgerOst Qbertragen worden sind. 

Zinn Umfang der Erfindung gehdren auch pathogen- 
resistente transgene Pflanzen, die nach Transformation 
der ZeUen mit dem genetischen Material gezQchtet wor- 
den sind. 

Das Verf ahren zur Zflchtung der pathogenresistenten 
transgenen Pflanzen erfolgt in folgenden Sdudtten: 

1. Herstellung von Anti-HSL- Antikdrpem 
Z Isolierung der genetischen Informationen fur An- 
ti-HSL-Antikdrper 

3. Gentransf er in Pflanzenzellen 

4, Zflchtung der Pflanze. 

Dieses Verf ahren wird im folgenden ndher erliutert: 
Antikorper werden durch Selektion aus durch Fusion 
hergestellten Hybridomakulturen von immunisierten 
Mausen bzw. durch Selektion in Phage Display Verf ah- 
ren isoliert Die Selektion bindender Antikdrper erfolgt 
mit dem Antigen (dem zu inhibierenden SignalmolekOl) 
und wird auf hdchste Affinit&t zum Antigen ausgelegt 
Katalytische Antikdrper werden diurh Selektion mit 
aus der Degradationsreaktion (z. B. Ringdffhungsreak- 
tion fOr Homoserinlacton) abgeleiteten Obergangszu- 
stand-analogen organischen MolekQlen als Antigen iso- 
liert Hierbei erfolgt die Selektion auf mdglichst effekti- 
ven Abbau des Antigens. 

Aus den Hybridomen wird durch Isolierung der Ge- 
samt- und daraus der mRNA und deren Umschreiben in 
cDNA die korrespondierende DNA-Sequenz fOr die 
monoklonalen Antikdrper erhaiten. Aus dem Phage 
Display Verfahren steht direkt das selektierte Antikdr- 
per-Gen in Form eines einkettigen Antikdrpers durch 
Ausschneiden aus dem Phagenplasmid zur Verf Qgung. 

Die Gene fOr vollst^dige monoklonale Antikdrper 
bzw. das Gen fur einen einkettigen Antikdrper werden 
unter der KontroUe eines (bzw. zweier) in Pfkmzen akti- 
ver Promotoren m einen Pflanzentransformationsvek- 
tor kl niert Um den Transport des Antikdrp rs in der 
transgenen Pflanze in di Interzellularrdume zu ermdg- 
iichen, wird an das 5'-Ende jew ils eine DNA, die fur ein 
Signalpeptid codiert, angehingt Diese kann aus der 
Maus selbst oder aus einem and ren Organismus stam- 
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men. Der fertige Vektor enthait alle in die Pflanzen zu 
transferierende DNA-Sequenzen. Daraus werden die 
notwendigen Gene in Pflanzen transferiert Altemativ 
kdnnen die beiden Gene eines m nokionalen Antikdr- 
pers auch getrennt in zwei Pflanzentransformationsv k- 5 
toren eingebaut, getrennt in Pflanzen transferiert und 
sptter durch Kreuzung zusammengefuhrt werden. 

Die Transformation von Pflanzen kann mit alien ge- 
eigneten Verfahren (z. R mit Hilfe von Agrobacteritun 
tumefadens oder durch direkten Gentransfer oder mit 10 
Hilfe der Partikelkanone) durchgefiihrt werden. 

Der Einbau der Antikdrper-Gene in der transgenen 
Pflanze wird durch geeigneten Restriktionsverdau der 
isolierten genomischen Pflanzen-DNA und nachfolgen- 
de Southern Hybridisierung analysiert und nachgewie- 15 
sen. Die Transkription der Gene in mRNA wird vom 
Northern Blot nachgewiesen. Die Translation der Gene 
in aktives Protein vrird durch Western Blot und durch 
verschieden aufgebaute ELISA-Tests untersucht und 
nachgewiesen. Das Vorhandensein des Proteins und 20 
dessen bioiogische Aktivitat kann dadurch bewiesen 
werden. 

Der bioiogische Effekt des in der Pflanze exprimier- 
ten Antikdrpers wird auf molekularer und phytopatho- 
logischer Ebene nachgewiesen. Die Bindung bzw. der 25 
katalytische Abbau des SignalmoiekOls kann in einem in 
vitro System (Inkubation von Pathogen mit dem gerei- 
nigten Antikdrper) durch Nachweis der verbleibenden 
f reien Konzentration von SignahnolekQl bewiesen wer- 
den. Dariiberhinaus kann der Nachweis durch die Inhi- 30 
bition der biologischen Funktion des Signahnolekiils in 
einem in vivo Experiment erfolgen. 

Die selben Experimente werden mit aus der transge- 
nen Pflanze extrahiertem AntikSrper durchgefOhrt, um 
die Gleichartigkeit der Wirkungsweise zu belegen. 35 

Als abschlieBender Beweis fOr die Funktionalitit der 
Antikdrper in der Pflanze wird die gesteigerte Resistenz 
der transgenen Pflanze nach Infektion mit dem Patho- 
gen nachgewiesen. Dazu werden geeignete Pflanzenex- 
plantate oder ganze Pflanzen mit dem Pathogen infi- 40 
ziert und der Krankheitsverlauf nachverfolgt Im Ver- 
gleich zur KontroUpflanze, die den Antikdrper nicht 
herstellt, muB eine reduzierte An^gkeit festgestellt 
werden. 

Dadurch wird erstmaligermdglicht, in die Signalkette 45 
zwischen Pflanzenwirt und pathogenem Bakterium ein- 
zugreifen. Die bindenden oder katalytischen Antikdrper 
werden in den neu gezuchteten transgenen Pflanzen 
wahrend des Wachstums exprimiert und in deren Inter- 
zellularr^ume transportiert Eine Anwendung kann fiir 50 
alle Pflanzenkrankheiten erfolgen, insbesondere bei de- 
nen, bei denen HSL eine SignaknolekQlroDe spielt Das 
ist u.a. bei Pflanzeninfektionen durch Bakterien der 
Gattungen Erwinia, Pseudomonas imd Xanthomonas 
der Fall 55 

Die Bakterien werden dabei nicht abgetdtet, aber ei- 
ne Pathogenitat unterbunden und damit die Vermeh- 
ning mangels Nahrstoffen sehr stark eingeschrankt, so 
daB keine Krankheitssymptome mehr auftreten kdnnen. 

60 
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durch gekennzeichnet, daB die genetische Informa- 
tion von bindenden oder katalytischen Antikdrpem 
gegen SignalmolekOle oder deren wesentliche 
Stnikturmerkmale in Pflanzenzellen transformiert 
wird und auf der Basis dieser Zeilen transgene 
Pflanzen gezQchtet werden. 

3. Inhibition des SignahnolekQls HSL in Pflanze/ 
Mikroorganismus-Interaktionen nach Anspruch 1 
bis 2, dadurch gekennzeichnet. daB die genetische 
Information von bindenden oder katalytischen An- 
tikSrpem gegen HSL oder dessen wesentliche 
Stnikturmerkmale in Pflanzenzellen transformiert 
wird und auf der Basis dieser Zeilen transgene 
Pflanzen gezQchtet werden. 

4. Inhibition des Signahnolekiils HSL in Pflanze/ 
Nfikroorganismus-Interaktionen nach Ansprudi 1 
bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die genetische 
Information von bindenden oder katalytischen An- 
tikdrpem gegen den Homoserinlactonring oder 
dessen Derivate in Pflanzenzellen transformiert 
wird und auf der Basis dieser Zeilen transgene 
Pflanzen gezilchtet werden. 

5. Pathogenresistente transgene Pflanzen, enthal- 
tend die genetische Informadon von bindenden 
Oder katalytischen Antikdrpem oder von Antikor- 
per-ahnlichen Proteinen gegen bei der Interaktion 
der Pflanze mit Mikroorganismen entstehende Si- 
gnahnolekflle oder deren wesentliche Stniktur- 
merkmale. 

6. Pathogenresistente transgene Pflanzen nach An- 
spruch 5, enthaltend die genetische Information 
von bindenden oder katalytischen Antikdrpem 
Oder von Antikdrper-ahnlidien Proteinen gegen 
bei der Interaktion der Pflanze mit Mikroorganis- 
men entstehendes HSL oder dessen wesentliche 
Stnikturmerkmale. 

7. Pathogenresistente transgene Pflanzen nach An- 
spmch 5 und 6, enthaltend die genetische Informa- 
tion von bindenden oder katalytischen Antikdrpem 
Oder von Antikdrper-ahnlichen Proteinen gegen 
bei der Interaktion der Pflanze mit Mikroorganis- 
men entstehende Homoserinlactonring-Derivate. 
& Verfahren zur ZQchtung von pathogenresisten- 
ten transgenen Pflanzen, gekennzeichnet durch f ol- 
gendeSchritte: 

— Herstellung von bindenden oder katalyti- 
schen Antikdrpem oder von Antikdrper-^li- 
chen Proteinen gegen SignalmolekiUe von 
Pflanze/Mikroorganismus-Interaktionen oder 
deren wesentliche Stnikturmerkmale, 

— Isolierung der genetischen Information fflr 
diese Antikdrper, 

— Transfer dieser Information in Pflanzen und 

— ZQchtung der Pflanze bis zur Erbbestandig- 
keit 

9. Anwendung von bindenden oder katalytischen 
Antikdrpem oder von Antikdrper-ahnlichen Prote- 
inen, die gegen die Expression von PathogenitSts- 
faktoren regulierende Molekule gerichtet dnd, in 
Wirt-Pathogen-Interaktionen bei Pflanzen. 



1. Inhibition von Signahn lekQlen von Pathogenen 
in Pflanze/Mikroorganismus-Interakti nen durdi 
bindende oder katalytische Antikdrper bzw. durch 65 
Antikdrper-ahnliche Proteine. 
2 Inhibition von Signalmolekfllen in Pflanze/Mi- 
kroorganismus-Interakti nen nach Anspmch 1, da- 
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